Evaluation of single-cell biomechanics as potential marker for oral squamous cell carcinomas: a pilot study by Runge, Janine
Evaluation of single-cell biomechanics
as potential marker for oral squamous
cell carcinomas: a pilot study
Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
Dr. med. dent.
an der Medizinischen Fakultät
der Universität Leipzig
eingereicht von: Janine Runge
geboren am: 18.12.1985 in Marienberg
angefertigt am: 16. September 2013
Universitätsklinikum Leipzig
Sektion für Klinische und Experimentelle Orale Medizin
an der Klinik und Poliklinik für Mund-, Kiefer- und
Plastische Gesichtschirurgie
Betreuer: Univ.-Prof. Dr. med. dent. habil. Torsten W. Remmerbach
Beschluss über die Verleihung des Doktorgrades vom: 21.10.2014
Bibliographische Beschreibung
Runge, Janine
Evaluation of single-cell biomechanics as potential marker for oral
squamous cell carcinomas: a pilot study
Universität Leipzig, Dissertation
40 Seiten, 34 Literaturquellen, 4 Abbildungen, 1 Tabelle, 1 Publikation
Referat
Orale Plattenepithelkarzinome stellen seit Jahrzehnten eine globale Herausforder-
ung im Gesundheitswesen dar. In dieser Studie wird mit dem Optical Stretcher ein
neuer diagnostischer Ansatz in der Krebserkennung der Mundhöhle untersucht und im
Rahmen einer klinischen Pilotstudie evaluiert. Dabei steht die Beurteilung der visko-
elastischen Eigenschaften von oralen Epithelzellen im Vordergrund. Eine entscheidende
Rolle spielt hierbei vor allem das Zytoskelett einer Zelle, welches aus unterschiedlichen
Faserstrukturen ein komplexes, dynamisches Gerüst bildet und für die Strukturgebung
sowie für die mechanischen Eigenschaften der unterschiedlichen Zelltypen verantwort-
lich ist. In dieser Arbeit wurden diesbezüglich einzelne Zellen im Optical Stretcher ohne
direkten mechanischen Kontakt durch zwei gegenüberliegende Laserstrahlen verformt.
Dabei wurde die relative Deformation als Längenänderung entlang der Laserachse von
gedehnter zu ungedehnter Zelle definiert. Die relative Deformation dient als Vergleichs-
parameter und unterliegt verschiedenen Einflussfaktoren. Schließlich erlauben das Maß
und die Art der Deformation, welche individuell für jede Zelle sind, Rückschlüsse auf
ihr biologisches Verhalten. In Kombination mit statistischen Auswertungsalgorithmen
war es möglich, signifikante Unterschiede hinsichtlich der relativen Dehnung zwischen
benignen und malignen oralen Zellen darzustellen. Die Ergebnisse zeigen, dass der
Optical Stretcher in der Lage ist, bereits minimale Veränderungen zwischen den ver-
schiedenen zytoskelettalen Zuständen einer Zelle zu detektieren und somit wird sich
die Dehnungsfähigkeit einer Zelle zukünftig als sensibler Zellmarker zur Dignitätsbe-
stimmung etablieren.
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1 Einleitung
Die Plattenepithelkarzinome der Mundhöhle und des Rachens stellen seit Jahr-
zehnten ein globales Problem im Bereich des Gesundheitssektors dar. Weltweit gehört
diese Entität dabei zu den zehn häufigsten malignen Tumoren [1], wobei Männer drei-
mal häufiger als Frauen erkranken [2]. Betrachtet man alle Mund- und Rachentumoren
zusammen, so beträgt die relative 5-Jahres-Überlebensrate in Deutschland für Männer
44 % und für Frauen 61 % [3].
Hauptrisikofaktoren für die Entstehung oraler Plattenepithelkarzinome sind der lang-
jährige Konsum von Tabak und Alkohol. Der chronische Tabakabusus führt somit sechs-
mal häufiger zu einer malignen Transformation der Zellen als bei Nichtrauchern, wo-
bei synergistische kanzerogene Effekte im Zusammenwirken mit Alkohol beschrieben
werden [4]. Als weitere Risikofaktoren gelten unzureichende Mundhygiene, genetische
Prädisposition, UV-Strahlung, aber auch der Infektion mit Humanen-Papilloma-Viren
(HPV) kommt dabei eine besondere Bedeutung zu [5].
Obwohl die Mundhöhle mit einfachen Hilfsmitteln visuell und palpatorisch inspiziert
werden kann, werden die meisten Karzinome erst in einem fortgeschrittenen Stadi-
um diagnostiziert, was wiederum mit einer ungünstigen Prognose für die Patienten
einhergeht. So sieht die Weltgesundheitsorganisation vor allem in der Primär- und
Sekundärprävention die wirksamsten Maßnahmen, welche letztendlich zu einer mess-
baren Reduktion der Mortalität, aber auch zu einer Verringerung der Tumorinzidenz
führt [6,7]. Um der Entstehung von Karzinomen in der Mundhöhle vorzubeugen, muss
man auch in der zahnärztlichen Praxis die Maßnahmen zur Primärprävention des chro-
nischen Tabak- und Alkoholabusus routinemäßig mit dem Patienten besprechen. Soll-
ten die Maßnahmen der Primärprävention nicht greifen, so obliegt es ebenfalls dem
Zahnmediziner, Veränderungen der Mundhöhle bereits frühzeitig zu erkennen und ei-
ne weiterführende Diagnostik zu initiieren. Dies setzt voraus, dass sich der Behandler
mit den unterschiedlichen potentiell malignen Veränderungen der Mundhöhle vertraut
macht und in der Lage ist, diese entsprechend zu erkennen, um adäquate therapeutische
Maßnahmen einzuleiten. Gerade auf dem Gebiet der oralen Plattenepithelkarzinome
bestehen vor allem im frühen Stadium dieser Erkrankung Behandlungsmöglichkeiten,
die mit einem sehr hohen Überleben der Patienten einhergehen [8]. Dabei ist vor allem
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die Tumorgröße von entscheidender Bedeutung. Ist der Tumor kleiner als 2 cm, haben
die Patienten in den ersten fünf Jahren eine Überlebenschance von deutlich über 80 %.
Sind bereits Nachbarstrukturen, wie Muskeln oder Knochen infiltriert oder kam es be-
reits zu einer Absiedlung in lokoregionäre Lymphknoten, geht dies mit einer deutlichen
Absenkung der 5-Jahres-Überlebensrate einher, die bei einem Stadium T4b [9] teilweise
unter 20 % liegt [10]. Studien belegen, dass eine Therapieverzögerung von mehr als vier
bis sechs Wochen eine nicht unerhebliche Verschlechterung der Überlebenswahrschein-
lichkeit dieser Patienten zur Folge hat [11]. Da dieses Problem seit vielen Jahrzehnten
hinlänglich bekannt ist und der typische Überweisungsweg eines Patienten mit unklar-
en Veränderungen aus der zahnärztlichen Praxis zu einem Kieferchirurgen nicht zu
einer deutlichen Verbesserung der 5-Jahres-Überlebensrate geführt hat, müssen daher
neue alternative Wege entwickelt werden, die dem Zahnarzt in der Praxis eine schnelle
und sichere Abklärung der Dignität von unklaren Veränderungen ermöglicht. Ein erster
Schritt ist die untersucherunabhängige Vermessung der viskoelastischen Eigenschaften
der Epithelzellen mit Hilfe eines sogenannten Optical Stretchers. Dieser stellt einen
neuen diagnostischen Ansatz in der Krebserkennung der Mundhöhle dar und wird in
dieser Arbeit für die klinische Anwendung evaluiert. Dabei steht die Beurteilung der
viskoelastischen Eigenschaften der Epithelzellen der Mundhöhle im Vordergrund. Eine
zentrale Rolle spielt hierbei das Zytoskelett einer Zelle. Dieses besteht aus einem poly-
meren Netzwerk von Filamenten, welches aus dynamisch auf- und abbaubaren, dünnen
fadenförmigen Zellstrukturen aufgebaut ist: Aktinfilamente, Intermediärfilamente und
Mikrotubuli [12]. Das Zytoskelett ist für die Stabilisierung der Zellarchitektur und für
die Erhaltung der äußeren Zellform verantwortlich. Es verleiht der Zelle ihre adaptive
mechanische Widerstandsfähigkeit und dient der Organisation der inneren Struktur.
Des Weiteren ermöglichen die Filamente des Zytoskeletts den intrazellulären Transport
von Organellen und Vesikeln und stellen zudem die mechanischen Verbindungsanteile,
damit Druck und Zugkräfte ausgehalten werden können. Die Zusammensetzung dieses
komplexen dynamischen Netzwerks variiert mit dem endogenen Zustand der Zelle und
unterliegt ständigen Veränderungen. Somit findet sich in maligne entarteten Zellen eine
verminderte Expression von aktin-assoziierten Proteinen [13]. Diese Abnormitäten in
Struktur und Verteilung des Aktins innerhalb der Zelle haben meist pathologischen
Charakter [14]. Mit Hilfe des Optical Stretchers ist es möglich, Kräfte auf die ein-
zelnen biologischen Zellen auszuüben. Dabei wird die Viskoelastizität im Experiment
durch die Messung der Verformbarkeit der Zellen bestimmt. Das Verformungsverhalten
erlaubt Rückschlüsse auf ihr biologisches Verhalten und ist dabei charakteristisch für
individuelle Zelltypen. Die Methodik des Optical Stretchers ermöglicht es, einzelne Zel-
len in Suspension ohne direkten mechanischen Kontakt durch zwei gegenüberliegende
Laserstrahlen zu fixieren und eine rotationssymmetrische Oberflächenkraftverteilung
an der Zelloberfläche anzulegen [15].
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Das Ziel der Arbeit ist es, mit Hilfe des Optical Stretchers, die auf Grund der ma-
lignen Transformation und Dedifferenzierung eingetretenen zytoskelettalen Veränder-
ungen aufzuzeigen und anhand der Änderung der Dehnungsfähigkeit sowie des Deh-
nungsverhaltens eine Dignitätsabklärung zu ermöglichen, um diese zukünftig für dia-
gnostische Zwecke nutzbar zu machen.
2 Materialien und Methoden
In dieser Studie wurden die Versuche an denen im folgenden näher beschriebenen
malignen Zelllinien CAL-27/-33 und PCI-1/-13 sowie an immortalisierten Keratinozy-
tenkulturen (OKF-4/-6) gesunder Probanden durchgeführt. In einem zweiten Schritt
erfolgte die Kultivierung von Primärzellkulturen von Tumorpatienten der Universitäts-
klinik Leipzig, welche schließlich vermessen und mit den etablierten Zelllinien gesunder
Keratinozyten verglichen wurden.
2.1 Zelllinien
Bei den Zelllinien CAL-27, CAL-33 sowie PCI-1 und PCI-13 handelt es sich um kom-
merziell erhältliche Zellen verschiedener Plattenepithelkarzinome der Kopf-Halsregion.
Die CAL-27 Zellen entstammen einem wenig differenzierten (Grading 3) Plattenepi-
thelkarzinom der Zunge eines 56-jährigen Mannes und wurden erstmals 1982 beschrie-
ben [16]. Die CAL-33 Zellen leiten sich von einem Plattenepithelkarzinom der Zunge
eines 69-jährigen Mannes ab. Der Tumor ist mäßig (Grading 2) differenziert [16]. Die
PCI-1 Zellen [17] wurden von einem Larynxkarzinom der Glottis eines männlichen
Patienten gewonnen. Der Tumor ist mäßig differenziert und das Tumorstaging ergab
pT2N0M0G2 [18]. Die PCI-13 Zellen [17] leiten sich von einem männlichen Patien-
ten ab, der an einem schlecht differenzierten Plattenepithelkarzinom der retromolaren
Region erkrankt ist. Das Tumorstaging ergab pT4pN1M0G3 [18]. Als gesunde Kontroll-
gruppe wurden die OKF-4 und OKF-6 Zelllinien gewählt. Erstere entstammen von
einem 28-jährigen gesunden Spender und wurden ebenso wie die OKF-6 Zellen vom
Mundbodenepithel entnommen. Die OKF-6 Zellen gehen auf einen 57-jährigen Spender
zurück [19,20].
Entsprechend des unterschiedlichen Zelltyps wuchsen die Zellen in verschiedenen Me-
dien. Die CAL-27, CAL-33 sowie die PCI-1 und PCI-13 Zelllinien wurden in DMEM
(Sigma-Aldrich, USA) mit 20 % fetalem Kalbsserum, 1 % Penicillin/Streptomycin so-
wie 10 mM HEPES-Lösung kultiviert. Für die gesunden Zellen wurde Ker-sfm (Gib-
co/Invitrogen, Deutschland), sogenanntes serumfreies Keratinozytenmedium, verwen-
det. Zusätzlich wurden 3,2 µl EGF (epidermal growth factor) in einer Konzentration
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von 3,22 µg/µl und 1,25 ml BPE (bovine pituritary extract) in einer Konzentration
von 12,52 mg/ml hinzugefügt. Weiterhin wurden 5 ml Penicillin/Streptomycin und 3 ml
CaCl2 (0,1 M) zugegeben.
2.2 Primäre Zellen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt fünf Tumorproben zur Anzüchtung ge-
bracht und schließlich vermessen. Die Ethik-Kommission an der Medizinischen Fa-
kultät der Universität Leipzig hat diese Studie unter der Nummer 193/2003 geprüft
und genehmigt. Es handelte sich bei allen Gewebeproben um Plattenepithelkarzinome
unterschiedlicher Lokalisation. Die histologischen Untersuchungen bestätigten die Ma-
lignität aller Tumoren. Die Tumorklassifikation der einzelnen Proben ist in der Tabelle
1 der Studie (siehe Publikation, Seite 23) zusammengefasst. Die Gewebebiopsien wur-
den dabei von entsprechenden Gebieten des Mund- und Rachenraums entnommen und
anschließend mit Betaisodona-Lösung (Mundipharma, Deutschland) desinfiziert und
zweimal mit PBS (GIBCO/Invitrogen, Deutschland) gewaschen. Anschließend wurde
der Gewebeverband in 2,5 mg/ml Dispase II (Roche, Deutschland) in DMEM für 18-24
Stunden bei 4 °C zellvereinzelt. Nach der Inkubationszeit konnte die Epidermis von der
Dermis getrennt werden. Die abgelöste Epidermis wurde in einzelne Fragmente geteilt
und in einem Zentrifugenröhrchen mit 0,25 % Trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschließend
in eine Zellkulturflasche mit 5 ml Medium, welches aus KFSM (Clonetics, Deutschland)
und Penicillin/Streptomycin besteht, gegeben und in einem Inkubator bei 37 °C/5 %
CO2 gelagert. Nach einer Wachstumsperiode von vier Wochen erreichten die Tumor-
zellen eine Konfluenz von 80 % und wurden schließlich passagiert. Die Tumorzellen
wurden nach der ersten Passage vermessen.
Bevor die Zellen im Optical Stretcher vermessen werden konnten, wurden die Zellen
trypsiniert und abgelöst, zentrifugiert und schließlich in 1 ml Medium resuspendiert.
2.3 Durchführung des Messvorganges im Optical
Stretcher
Die Messungen wurden mit dem Optical Stretcher, einem physikalischen Messgerät
am Institut für Experimentalphysik der Universität Leipzig in der Abteilung Physik
der weichen Materie, durchgeführt. Der Optical Stretcher besteht aus zwei entgegen-
gesetzten Laserstrahlen, die eine stabile optische Falle bilden und schließlich Zellen in
Suspension ohne direkten mechanischen Kontakt verformen, wie schematisch in Abbil-
dung 2.1a) gezeigt. Bei niedriger Laserleistung (200 mW) wird die Zelle gehalten und
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entlang der Strahlenachse im Zentrum des Strahls fixiert. Bei höherer Laserintensität
(1200 mW) wird schließlich die Verformung der Zelle an ihrer Oberfläche induziert. Da-
bei kommt es nicht, wie man vermuten könnte, zu einer Stauchung der Zelle, sondern auf
Grund von Reflexionsvorgängen an den Grenzflächen zu einer Inversion des Kraftvek-
tors. Dieses paradox erscheinende Phänomen führt letztlich zu einer Druckverteilung
und initiiert eine orbitalförmige Streckung der Zelle entlang der Strahlenachse [21], wie
in der Abbildung 2.1b) dargestellt.
Abbildung 2.1: Messvorgang im Optical Stretcher: Die Abbildung a) zeigt den sche-
matischen Ablauf des Stretchvorganges im Optical Stretcher. Einzelzellen werden im
Zentrum zweier gegenüberliegender Laserstrahlen zentriert und schließlich deformiert.
Die Druckverteilung während des Messvorganges ist in b) dargestellt. Das applizierte
Laserlicht tritt in Wechselwirkung mit der Zelle, so dass an der Zelloberfläche Kräfte
induziert werden, die eine Streckung der Zelle zur Folge haben. Die Abbildung c) zeigt
die ungedehnte Zelle bei t = -1 s, der Zelldurchmesser beträgt 19,8 µm, gekennzeichnet
durch die rot gestrichelte Linie; die rechte Abbildung d) zeigt die gedehnte Zelle bei
t = 2 s mit einem Zelldurchmesser von 21,3 µm, siehe grün gepunktete Linie. Die re-
präsentierte Zelle entstammt der PCI-Zelllinie [22].
Das Flusskammersystem, das aus quadratischen Glaskapillarröhrchen besteht, erlaubt
es, eine hohe Anzahl von Zellen zu messen, um statistisch relevante Aussagen tref-
fen zu können. Die Zellen werden über ein Phasenkontrastmikroskop (DM IRB, Leica,
Deutschland), das mit einer Digitalkamera gekoppelt ist, kontrolliert. Kamera und La-
ser sind mit dem Computer verbunden, wobei über eine eigens konfigurierte Software
(LabVIEW, National Instruments, USA), die Laserlichtapplikation, die Bildbereitstel-
lung und der Datenreport geregelt wird. Schließlich wird mit Hilfe des Programms die
relative Deformation der Zellen berechnet. Die relative Deformation gibt das Verhält-
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nis von gedehnter (Abbildung 2.1d) zu ungedehnter (Abbildung 2.1c) Zelle entlang
der Laserachse wieder. Mit Hilfe dieser Messgröße ist es möglich, die verschiedenen
Zellen hinsichtlich ihres Dehnungsverhaltens zu einem bestimmten Zeitpunkt zu cha-
rakterisieren und zu vergleichen. Die Abbildung 2.2 zeigt die charakteristische Kurve
y.
..
























Abbildung 2.2: Deformationsverhalten der Zellen: Die Abbildung stellt das Deforma-
tionsverhalten einer Zelle während des Messvorganges mit entsprechender Standardab-
weichung über der Zeit dar: Abschnitt I.: (-1 - 0 s) Fixation der Zelle; Abschnitt II.:
(0 - 2 s) Erhöhung der Laserleistung zur Dehnung der Zelle; Abschnitt III.: (2 - 4 s) Re-
laxationsphase. Das flächenmaximierte Verhältnis von Rechteck x. zu Rechteck y. ist
definiert als fill factor (FF) und beschreibt das Verhalten der Zelle (Rechteckigkeit der
Kurve) während der Laserlichtapplikation.
zum Dehnungsverhalten der Zellen bei applizierter Laserleistung. Der erste Abschnitt
repräsentiert die Fixation der Zelle im Zentrum des Lasers bei 200 mW. Anschließend
wird bei t = 0 s die Laserlichtapplikation auf eine Intensität von 1200 mW für eine Dau-
er von 2 Sekunden erhöht. Der dritte Teil repräsentiert ab t = 2 s die Relaxationsphase
der Zelle, bei der die Intensität auf 200 mW abgesenkt wird.
Zur weiteren Charakterisierung des Dehnungsverhaltens wurden folgende Parameter
bestimmt:
Die relative Deformation (D) wird bei t = 2 s graphisch ermittelt. Die steady state
compliance (S) determiniert man durch eine lineare Regression aus dem Graphen bei
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t = 1,8 - 2,0 s. Ein Wert von 0 bedeutet, dass die maximal mögliche Zelldeformation in
einem definierten Zeitraum bereits erreicht wurde. Je größer der Wert ist, desto größer
ist die Differenz zur möglichen Deformation, welche die Zelle erreichen kann. Der fill
factor (FF) beschreibt die Rechteckigkeit der Kurve im Zeitraum t = 0 - 2 s und wird
als weiterer neuer Parameter eingeführt. Der FF ist definiert aus dem Verhältnis von
Rechteck y. und x., wie in der Abbildung 2.2 gezeigt ist. Beide Parameter verhalten sich
indirekt proportional zueinander, so dass ein hoher FF mit einer schnellen Zelldeforma-
tion während der Laserlichtapplikation korreliert, was wiederum mit einem niedrigen
Wert für die steady state compliance (S) einhergeht.
Die Relaxation (R) ist definiert durch die Zelldeformation gemessen bei t = 4 s dividiert
durch D.
2.4 Statistische Analyse
Die statistische Auswertung erfolgte unter Anwendung des Mann-Whitney U-Tests.
Der U-Test ist ein nichtparametrischer Homogenitätstest und dient zur Überprüfung
der Signifikanz zwischen zwei unabhängigen Gruppen (p < 0.05) [23]. Zusätzlich wurde
der nichtparametrische Kruskal-Wallis Test auf die Daten angewendet. Im Rahmen
einer Varianzanalyse wurde getestet, ob unabhängige Stichproben hinsichtlich einer
ordinalskalierten Variable einer gemeinsamen Population entstammen (p < 0.05) [24].
3 Ergebnisse
Die relative Deformation entlang der x-Achse wurde von Einzelzellen mit dem Op-
tical Stretcher untersucht. Erhöht man die Laserintensität auf 1200 mW, zeigen die
Zellen ein viskoelastisches Verhalten und deformieren sich entlang der optischen Ach-
se. In dieser Arbeit beträgt die Laserintensität während der Dehnung für alle Proben
1200 mW.
3.1 Benigne versus maligne Zelllinien
Mit dem Optical Stretcher wurden ca. 200 Zellen für jeden Zelltyp vermessen. Die zwei
benignen Zelllinien (OKF-4/-6) und die vier Tumorzelllinien (CAL-27/-33, PCI-1/-13)
weisen eine deutliche Deformation unter dem Einfluss der Laserlichtapplikation auf.
Das unterschiedliche viskoelastische Verhalten der Zellen ist in Abbildung 3.1 darge-
stellt. Die Standardabweichung aller Zelllinien von ± 2 % ist in Tabelle 3.1 zusammen-
gefasst. Vergleicht man die benignen und malignen Zelllinien untereinander, zeigen die
CAL-33 und CAL-27 Zellen mit einem Wert von 9,5 - 10,5 % bei t = 2 s die größte re-
lative Deformation. Unter dem Einfluss des Laserlichts extendieren diese sehr schnell.
Die Deformation der malignen CAL-27/-33 Zellen ist somit an deren Kurvenmaximum
etwa doppelt so groß wie bei den OKF-4/-6 Zellen und können daher deutlich von
der gesunden Kontrollgruppe abgegrenzt werden. Dies wird durch den Mann-Whitney
Test mit p < 0,05 bestätigt. Im Gegensatz dazu weisen die malignen PCI-1/-13 Zellen
bei Laserlichtapplikation eine weniger deutlich ausgeprägte Dehnungsfähigkeit als die
CAL-33/-27 Zellen auf. Die relative Deformation beträgt ca. 4,0 % bei t = 2 s. Im Fall
der gesunden Zelllinien (OKF-4/-6) beträgt die relative Deformation, ähnlich wie bei
den PCI-1 und PCI-13 Zellen, ca. 5,3 - 5,9 % bei t = 2 s. Auf der Grundlage des Mann-
Whitney Tests (p < 0,05) lassen sich auch hier signifikante Unterschiede hinsichtlich
der maximalen relativen Deformation bei t = 2 s zwischen den beiden Zelllinien darstel-
len. Die Zellen der malignen PCI-1/-13 Zelllinien zeigen im Vergleich zu den anderen
Zelllinien (CAL-27/-33 und OKF-4/-6) ein deutlich verzögertes, abgeschwächtes Deh-
nungsverhalten, was in einem geringen FF < 40 % und in einer S von 0,010 - 0,014 s−1
resultiert, wie in Abbildung 3.1 dargestellt. Die Zellen der OKF-4/-6 und der CAL-




FF (%) S (s−1) R
CAL-33 10,5 ± 2,4 49,1 0,005 0,70
CAL-27 9,5 ± 2,2 48,1 0,006 0,71
PCI-1 4,0 ± 2,3 39,3 0,010 0,57
PCI-13 4,3 ± 1,6 30,6 0,014 0,76
OKF-4 5,9 ± 1,9 47,3 0,006 0,72
OKF-6 5,3 ± 1,9 45,4 0,006 0,69
Patient 1 5,7 ± 2,6 38,5 0,011 0,79
Patient 2 5,5 ± 2,3 43,1 0,013 0,50
Patient 3 4,8 ± 1,7 27,2 0,020 0,81
Patient 4 4,3 ± 1,2 37,8 0,010 0,70
Patient 5 4,1 ± 2,4 28,4 0,017 0,81
Tabelle 3.1: Darstellung der entsprechenden Parameter: Die Tabelle zeigt die relative
Deformation (D) zum Zeitpunkt t = 2 s, die Standardabweichung zum Zeitpunkt t = 2 s,
den fill factor (FF), die steady state compliance (S) und die Relaxation (R) für die vier
Tumorzelllinien (CAL-33/-27 und PCI-1/-13), die zwei gesunden Zelllininien (OKF-
4/-6) und für die fünf primären Tumorproben.
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27/-33 Zelllinien reagieren schneller auf den Einfluss des Laserlichts und zeigen daher
einen FF > 45 % und eine niedrige S von < 0,006 s−1, resultierend in einer charakteris-
tischen Dehnungskurve, siehe Abbildung 3.1. Folglich, verhalten sich die verschiedenen
Zellen unterschiedlich auf den Einfluss des applizierten Laserlichts. Die Werte für FF
und S sind in der Tabelle 3.1 zusammengefasst. Die lineare Regression mit den dazu-
gehörigen Werten für die S sind in Abbildung 3.1 dargestellt. Nach Beendigung der
Laserlichtapplikation von 1200 mW relaxierten die Zellen. Verglichen mit der Ausdeh-
nung am Maximalpunkt beträgt die Deformation der Zellen nach der Reduktion der
Laserleistung etwa 70 % des Ursprungswertes, gemessen für die CAL und OKF Zel-
len, wohingegen die PCI Zellen Werte von 57 % (PCI-1) und 76 % (PCI-13) aufweisen.
Das abgeschwächte Relaxationsverhalten der PCI-13 Zellen steht dabei in guter Über-
einstimmung mit der bereits beobachteten verzögerten Reaktion der Zellen auf die
induzierte Laserlichtapplikation während des Stretchvorganges.










































lineare Regression 1.8 - 2.0 s
S=0.005 s-1
Abbildung 3.1: Deformationsverhalten der Zelllinien: Darstellung des Deformations-
verhaltens der drei unterschiedlichen Tumorzelllinien mit der entsprechenden linearen
Regression im Zeitraum t = 1,8 - 2,0 s.
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3.2 Primäre Tumorzellen
Die malignen primären Tumorzellen wurden von fünf unterschiedlichen Patienten ent-
nommen und kultiviert. Pro Patientenbiopsie wurden 40 bis 130 Zellen vermessen. Der
charakteristische Verlauf der Dehnungskurven der Patienten eins bis fünf ist in Ab-
bildung 3.2 dargestellt. Die entsprechenden zugehörigen Parameter sind in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Alle Zellen zeigen ebenfalls ein viskoelastisches Verhalten und wei-































lineare Regression 1.8 - 2.0 s
Abbildung 3.2: Deformationsverhalten der primären Tumorzellen: Darstellung des De-
formationsverhaltens der Zellen von den fünf primären Tumorproben mit der entspre-
chenden linearen Regression im Zeitraum t = 1,8 - 2,0 s.
sen eine deutliche Deformation unter dem Einfluss des Laserlichts auf. Das Dehnungs-
verhalten der primären Tumorzellen ist jedoch nicht so deutlich ausgeprägt, wie bei
den CAL-27/-33 Zellen, aber näherungsweise ähnlich dem Verlauf der Dehnungskur-
ven der PCI-1/-13 Zellen. Die relative Deformation der maligen primären Tumorzellen
beträgt, ähnlich den PCI-1/-13 Zellen, 4,0 % bis 5,7 % und sind somit, verglichen mit
den CAL-33/-27 Zellen, um den Faktor zwei kleiner. Die Standardabweichungen von
1,2 % bis 2,6 % für die primären Tumorzellen sind zusammenfassend in der Tabelle 3.1
dargestellt. Der Mann-Whitney U-Test verdeutlicht, dass drei (Patient 3, 4 und 5)
von fünf Patientenproben signifikante Unterschiede gegenüber der gesunden Kontroll-
gruppe (OKF-4 und OKF-6) aufweisen. Des Weiteren liegen die Werte für die FF der
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Patientenproben 1, 3, 4 und 5 unter 40 % und die S über 0,010 s−1. Diese Werte las-
sen bereits auf eine schwächere Reaktion der primären Tumorzellen auf die induzierte
Laserlichtapplikation schließen. Nur eine Patientenprobe zeigt einen höheren FF von
43,1 % und eine ähnlich hohe S von 0,013 s−1.
Mit dem Wegfallen der erhöhten Laserstrahlung während des Deformationsvorganges
relaxierten die Zellen. Bestimmt wird die Abnahme der erreichten Ausdehnung durch
den Übergang zu der wesentlich geringeren Laserleistung von 200 mW nach erfolgter
Extension der Zellen bei t = 2 s. Es konnte beobachtet werden, dass der während des
Stretchvorganges erreichte Zelldurchmesser auf 80 % des ursprünglichen Messwertes
(außer Patient 2 und 4) abnahm. Der größere Durchmesser der malignen Primärzellen
nach Beendigung der Laserlichtapplikation repräsentiert ebenfalls das schwächere De-
formationsverhalten der primären Tumorzellen während des Stretchvorgangs, im Ver-
gleich zu den CAL-27/-33.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass trotz scheinbar ähnlicher Messwerte be-
züglich der relativen Deformation, dennoch signifikante Unterschiede zwischen den pri-
mären Tumorproben und den gesunden Vergleichsproben errechenbar sind. Ebenso
zeigt der Kruskal-Wallis Test ein signifikantes Ergebnis (p < 0,05), wenn man alle pri-
mären Tumorproben zusammen gruppiert und mit allen gesunden Zellen (als weitere
Gruppe) vergleicht. Zur Vervollständigung der Auswertung zeigt das Histogramm in
Abbildung 5 (siehe Publikation, Seite 26) die statistische Verteilung der Werte für die
relative Deformation bei t = 2 s.
4 Diskussion
Die Verwendung des Optical Stretchers als diagnostisches Hilfsmittel ist eine bereits
mehrfach beschriebene Methode zur Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften
von Zellen. Dies wurde sowohl für Zelllinien als auch für primäre Zellen von Tumorbi-
opsien unterschiedlichen Ursprungs gezeigt [25–27].
Das Ziel dieser Arbeit ist es, Einzelzellen in Suspension mit Hilfe des Optical Stretchers
zu vermessen, hinsichtlich ihres viskoelastischen Verhaltens zu charakterisieren und für
zukünftige klinisch relevante Anwendungen zu evaluieren. Im Fokus standen dabei die
mechanischen Eigenschaften der Zellen, die die Beschaffenheit des Zytoskeletts wider-
spiegeln. Um die mechanischen Eigenschaften zu erfassen, bedient man sich der relativ-
en Deformation als Vergleichsparameter. Zunächst wurden zwei gesunde (OKF-4/-6)
und vier Tumorzelllinien (CAL-27/-33 und PCI-1/-13) vermessen. In einem weiteren
Schritt erfolgte die Messung an Epithelzellen, welche von Gewebeproben von oralen
Plattenepithelkarzinomen freiwilliger Probanden entnommen wurden. Alle verwende-
ten Zellen zeigten dabei eine deutliche Deformation unter dem Einfluss des Laserlichts,
wobei die Zellen der Tumorzelllinien CAL-27/-33 die größte Dehnung entlang der op-
tischen Achse aufwiesen. Sowohl die gesunde Referenzgruppe, als auch die primären
Tumorzellen erzielten geringere, zum Teil ähnliche Werte für die relative Deformation.
Mit Hilfe der Inferenzstatistik konnten jedoch signifikante Unterschiede zwischen drei
Tumorproben der Patienten zu den gesunden Zellen (OKF-4/-6) errechnet werden. Die
Interpolation der statistischen Ergebnisse lässt auf eine Sensitivität des Messverfahrens
von 60 % zur Detektion von Malignität schließen. Weiterhin konnte der Kurvenverlauf
der entsprechenden Zellen während des Messvorganges eindeutig durch die neu einge-
führten, deskriptiven Parameter charakterisiert und beschrieben werden. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass die Zellen unterschiedlich auf den Einfluss des Laserlichts reagieren.
Die Ursache dafür liegt im Aufbau des Zytoskeletts, das durch den Anteil von aktin-
assoziierten Proteinen die Festigkeit und somit die spezifische Dehnungsfähigkeit der
Zellen bestimmt. Im Folgenden soll dieses Phänomen näher erläutert und diskutiert
werden:
Den größten Einfluss auf die Zusammensetzung des Zytoskeletts und damit verbunden
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auf die mechanischen Eigenschaften der Zellen bedingen die artifiziellen Kulturbedin-
gungen. Diese beeinflussen die Zellteilungsrate (Geschwindigkeit der Zellteilung) und
das Verhalten der Zellen während der Messung im Optical Stretcher maßgeblich. Die
Zellteilungsrate im Fall der CAL-33 (30-40 h) und CAL-27 (20-40 h) Zellen läuft sehr
schnell ab [16]. Bereits nach einer Wachstumsperiode von 3-4 Tagen erreichen die Zellen
in der Kulturflasche (25 cm2) eine Konfluenz von 80 %. Die PCI Zellen hingegen zeigen
ein konträres Wachstumsverhalten und weisen eine Zellteilungsrate von 86 h auf [28].
Die Wachstumsperiode bis zur ersten Passage beträgt zwei Wochen. Die primären Tu-
morproben repräsentieren eine deutlich längere Wachstumsphase von vier Wochen bis
zur ersten Subkultur. Die Zellteilungsrate ergibt einen Wert von 120 h. Im Vergleich zu
den OKF und CAL Zellen ist dieser Wert fünf Mal so groß. Interessanterweise zeigen die
PCI Zellen und die primären Tumorzellen ein ähnlich verzögertes Wachstumsverhal-
ten mit deutlich langsameren Zellteilungsraten und repräsentieren somit vergleichbare
viskoelastische Eigenschaften, resultierend in einem geringeren Wert für die relative
Deformation.
Die CAL und OKF Zellen mit schnellen Zellteilungsraten, hohen FF und niedrigen S,
zeigen eine bessere Adaptation unter dem Einfluss des Laserlichts, wie in Abbildung 3.1
dargestellt. Während die CAL Zellen einen initial steileren Anstieg der Dehnung ver-
zeichnen, zeigen die gesunden Zellen eher ein fließendes Verhalten. Ursächlich dafür ist
die verminderte Aktinexpression in den malignen Zellen, welche eine „Erweichung“ der
Zellen zur Folge hat [29].
Es zeigt sich, dass die Kultivierungsbedingungen und damit verbunden die Zelltei-
lungsraten einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Reaktion der Zellen während der
applizierten Laserleistung haben, was mit den entsprechenden Werten für D, FF und
S einhergeht, siehe Abbildung 3.1 und 3.2.
Als Annäherung an den Zustand in vivo wurden maligne Primärzellen, die direkt vom
Patienten gewonnen wurden, vermessen. Die Entnahme der primären Tumorproben
und der Übergang in die künstlichen Umgebungs- und Kulturbedingungen erweist sich
jedoch als kritischer Prozess [30]. Da die primären Tumorzellen mittels einer Biop-
sie aus einem heterogenen Gebiet des Karzinoms der Patienten entnommen wurden,
zeigen die Zellen abhängig vom Areal der Probenentnahme und des pathologischen
Stagings jeweils unterschiedliche Stufen der Dedifferenzierung. Die Zellen unmittelbar
von der Tumorfront sind durch ein differentes Wachstumsverhalten, verglichen zu den
Zellen aus dem Zentrum des Tumors, gekennzeichnet [31]. Aus diesem Grund scheinen
die Biopsien wenig repräsentativ bezüglich des spezifischen Verhaltens der einzelnen
Tumorzellen während der Messung im Optical Stretcher zu sein, da das Deformati-
onsverhalten der Zellen innerhalb einer Biopsie, auf Grund der natürlichen Varianz
humaner Zellen, variieren kann. Diese Tatsache bedingt schließlich die unterschied-
lichen mechanischen Eigenschaften und die Streuung der Deformationswerte für die
19
primären malignen Zellen. Die kommerziell erworbenen Zelllinien hingegen sind gene-
tisch verändert, immortalisiert und befinden sich meist in einer hohen Passagezahl.
Diese repräsentieren eher ein Verhalten in vitro. Trotz der bekannten Nachteile werden
Zelllinien routinemäßig in der Grundlagenforschung eingesetzt. Die in dieser Studie er-
zielten Ergebnisse mit den verwendeten Zelllinien sind reproduzierbar und weisen ein
ähnliches viskoelastisches Verhalten auf, wie bereits von Remmerbach et al., darge-
stellt [25]. Im Fall der primären Tumorzellen zeigt sich jedoch, dass die mechanischen
Eigenschaften nicht nur von den Kulturbedingungen, beispielsweise dem Übergang von
einem lebenden Organismus in eine künstliche Umgebung beeinflusst werden, sondern
auch von der Entnahmeregion selbst. Aus diesen genannten Gründen spiegeln die Ein-
zelzellmessungen in Suspension mit dem Optical Stretcher nicht direkt die realen visko-
elastischen Eigenschaften der Zellen wie in ihrer ursprünglichen Umgebung, das heißt
in einem Gewebeverband, wieder.
Auch die chemisch-mechanischen Einflussfaktoren während der Kulturperiode können
die spezifischen zellulären Eigenschaften verändern. Beispielsweise zerstört ein längerer
Kontakt von Trypsin die Zelle irreversibel [32]. Zudem beeinflussen die routinemäßigen
Abläufe in der Zellkultur, wie die Zentrifugation oder Pipettierung, die Zellen nicht
unerheblich. Um diese Manipulationen zu umgehen, wurde angestrebt, die Zeit von
der Probenentnahme bis hin zur Untersuchung der mechanischen Eigenschaften im
Optical Stretcher zu minimieren [33]. Um diese Unsicherheiten gänzlich zu beseitigen,
könnte eine alternative Zellentnahmetechnik, wie beispielsweise die minimalinvasive
Bürstenbiopsie einige Vorteile bieten. Im Gegensatz zur konventionellen Probeexzision
kommt diese Methode ohne den Zwischenschritt der Zellvereinzelung und Kultur aus
und wurde bereits in einer anderen Studie erfolgreich untersucht und zur Anwendung
gebracht [34].
Des Weiteren stellt die applizierte Laserleistung einen zusätzlichen Einflussfaktor auf
die Dehnungsfähigkeit der Zellen dar. In dieser Arbeit wurden alle Zellen konsistent
mit einer Laserleistung von 1200 mW für einen Stretchvorgang von t = 2 s vermessen.
Wie bereits dargestellt, reagieren die PCI Zellen sowie die primären Tumorzellen verzö-
gert, bzw. abgeschwächt auf die angelegte Laserleistung. In zukünftigen Experimenten
sollte eine individuelle Anpassung der entsprechenden Leistung auf die oben genannten
Zellen erfolgen, um eine aussagekräftige Reaktion zu detektieren.
Die viskoelastischen Eigenschaften der Zellen werden scheinbar von einer Vielzahl äu-
ßerer Faktoren beeinflusst. Die Messungen mit dem Optical Stretcher zeigen somit den
Zustand des Zytoskeletts einer Zellpopulation, in dessen Konsequenz die mechanischen
Eigenschaften und Stabilität der Zellen als status quo repräsentiert wird.
In dieser Arbeit konnten mit der kontaktfreien Messung der viskoelastischen Eigen-
schaften neue Erkenntnisse zum Verhalten der Zellen auf verschiedene Einflussfaktoren,
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wie Kultivierungsbedingungen, Zellteilungsraten und mechanisch-chemischer Manipu-
lation während der Kulturperiode dargestellt werden. Die genannten Effekte beein-
flussen die Zusammensetzung und den Aufbau des Zytoskeletts und überlagern das
spezifische initiale Dehnungsverhalten, in dessen Folge die relative Deformation der
Zellen während der Messung beeinträchtigt wird. Daher müssen zukünftig alternative
Zellentnahmetechniken, wie die Bürstenbiopsie zur Anwendung kommen.
Mit Hilfe des Optical Stretchers ist es möglich, die nichtlineare Antwort auf die me-
chanische Deformation einer Zelle zu benutzen, um minimale Veränderungen zwischen
verschiedenen Zuständen des zellulären Zytoskeletts zu detektieren. Diese Veränder-
ungen, wie die Dehnungsfähigkeit von Zellen, erlaubt in Kombination mit statistischen
Auswertungsalgorithmen eine Klassifizierung von Zellen hinsichtlich ihrer Dignität.
Somit lässt diese Pilotstudie den Schluss zu, dass der Optical Stretcher ein hohes
diagnostisches Potential aufweist und sich dank weiterer Optimierung als sensitiver
Zellmarker zur Charakterisierung verschiedener Zelltypen etablieren und eine breite
klinische Anwendung finden wird.
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Das orale Plattenepithelkarzinom stellt seit Jahrzehnten ein globales, ungelöstes Pro-
blem im Bereich des Gesundheitssektors dar. Die 5-Jahres-Überlebensrate beträgt in
Deutschland für alle Mund- und Rachentumoren zusammen betrachtet 44 % für Män-
ner und 61 % für Frauen, wobei Männer dreimal häufiger als Frauen erkranken. Eine
entscheidende Rolle hierbei spielt vor allem die Früherkennung. So belegen Studien,
dass das Überleben der Patienten entscheidend von der initialen Tumorgröße abhängig
ist. Ist der Tumor kleiner als 2 cm besteht eine Überlebenschance von 80 % innerhalb
der ersten 5 Jahre nach Ausbruch der Erkrankung. Hat der Tumor jedoch bereits
Nachbarstrukturen infiltriert oder wurden Metastasen in lokoregionalen Lymphknoten
gefunden, so sinkt die 5-Jahres-Überlebensrate auf unter 20 % ab.
Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe des Optical Stretchers einen neuen diagnostischen
Ansatz in der Krebserkennung der Mundhöhle zu untersuchen und für die klinische An-
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wendung zu evaluieren. Dabei steht die Beurteilung der viskoelastischen Eigenschaften
der Epithelzellen der Mundhöhle im Vordergrund. Eine entscheidende Rolle hierbei
spielt das Zytoskelett der Zellen, welches aus dynamisch auf- und abbaubaren, dünnen
fadenförmigen Zellstrukturen aufgebaut ist. Das Zytoskelett, ein polymeres Netzwerk
von Filamenten, ist unter anderem für die mechanische Stabilisierung der Zelle ver-
antwortlich. Die Zusammensetzung dieses Netzwerks variiert jedoch mit dem Zustand
der Zelle und unterliegt ständigen Änderungen. So findet man in maligne entarteten
Zellen eine verminderte Expression von aktin-assozierten Proteinen. Mit Hilfe des Op-
tical Stretchers, welcher aus zwei nahezu divergenten Laserstrahlen aufgebaut ist, war
es möglich, Kräfte auf die einzelnen Zellen auszuüben und somit eine Längenänderung
an der Oberfläche entlang der optischen Achse zu induzieren. Das definierte Verhält-
nis der Längenänderung entlang der Laserachse von gedehnter zu ungedehnter Zelle
repräsentiert den Parameter der relativen Deformation. Man verwendet die relative
Deformation als Vergleichsparameter, um die mechanischen Eigenschaften der indivi-
duellen Zellen zu charakterisieren und somit Rückschlüsse auf die Beschaffenheit des
Zytoskeletts und deren viskoelastischen Eigenschaften zu ziehen und diese für diagnos-
tische Zwecke nutzbar zu machen. Zunächst wurden zwei gesunde (OKF-4/-6) und
vier Tumorzelllinien (CAL-27/-33 und PCI-1/13) vermessen. In einem weiteren Schritt
erfolgte die Messung an Epithelzellen, die von Gewebeproben von oralen Plattenepi-
thelkarzinomen freiwilliger Probanden entnommen, in Primärkulturen überführt und
schließlich vermessen und untersucht wurden.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass alle Zellen eine deutliche Deformation un-
ter dem Einfluss des Laserlichts aufwiesen, wobei die CAL-27/-33 Zellen die größte
Dehnung entlang der optischen Achse zeigten. Sowohl die gesunde Referenzgruppe,
als auch die primären Tumorzellen erzielten geringere, zum Teil ähnliche Werte für
die relative Deformation. Mit Hilfe der Inferenzstatistik konnten dennoch signifikan-
te Unterschiede zwischen den benignen und malignen Zellen dargestellt werden. Wei-
terhin konnte der Kurvenverlauf der entsprechenden Zellen eindeutig durch die neu
eingeführten, deskriptiven Parameter charakterisiert und beschrieben werden. So gibt
die steady state compliance (S), bestimmt durch eine lineare Regression aus der ent-
sprechenden Dehnungskurve bei t = 1,8 - 2,0 s, eine Aussage darüber, ob die maximal
mögliche Zelldeformation in einem definierten Zeitraum bereits erreicht wurde. Der fill
factor (FF) hingegen beschreibt die flächenmaximierte Rechteckigkeit der Kurve im
Zeitraum t = 0 - 2 s. Beide Parameter verhalten sich indirekt proportional zueinander,
so dass ein hoher FF schließlich mit einem niedrigen Wert für die S korreliert. Daraus
folgend konnten die Zellen eindeutig charakterisiert werden. Es zeigte sich, dass die
verschiedenen Zellen unterschiedlich auf das applizierte Laserlicht reagierten. Dieses
Phänomen ist wahrscheinlich durch die artifiziellen Kulturbedingungen sowie die va-
riablen Zellteilungsraten der Zellen untereinander bedingt, was schließlich mit einem
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veränderten viskoelastischen Verhalten der Zellen einhergeht. Des Weiteren beeinflusst
die Entnahmeregion der primären Tumorbiopsie sowie die mechanisch-chemische Mani-
pulation während der Kulturdauer die mechanischen Eigenschaften der Zellen maßgeb-
lich, so dass es die Schlussfolgerung zulässt, alternative Zellentnahmetechniken unter
Vermeidung einer längeren Kulturphase in Erwägung zu ziehen. Hierbei könnte die
minimalinvasive Bürstenbiopsie einige Vorteile bieten, um den Überlagerungseffekt be-
dingt durch die Kulturbedingungen und Zellteilungsraten zu minimieren.
Die Ergebnisse demonstrieren, dass der Optical Stretcher mit der kontaktfreien Mes-
sung der viskoelastischen Eigenschaften des Zytoskeletts der Zellen in Kombination
mit statistischen Auswertungsalgorithmen ein geeignetes Instrument zur Klassifizierung
von Tumorzellen darstellt. Durch die Kombination von modifizierten Zellentnahmetech-
niken und weiterer Optimierung wird sich der Optical Stretcher mit der Messung der
Verformbarkeit einzelner Zellen als sensitiver Zellmarker zur Charakterisierung ver-
schiedener Zelltypen etablieren und eine breite klinische Anwendung finden.
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